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BASIC-ABSTRACT : 

Monoclonal antibody (MAb) that binds specifically to the cell surface protein 
CDwl09 is produced and secreted by hybridoma 40B.8, deposited as DSM ACC 2279. 

Also claimed is the hybridoma producing the MAb. 

USE - MAb are used: 

(i) for diagnosis and treatment of tumours, specifically leukaemia and carcinoma 
(particularly of the lung) ; 

(ii) for detection and/or isolation of leukaemia, carcinoma or haematopoietic stem 
cells (particularly to separate healthy stem cells from tumour cells in bone marrow 
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transplantation), activated T lymphocytes and thrombocytes; megakaryocytes; 
megakaryoblasts and vascular endothelial cells; 

(iii) for separation of normal cells from leukaemia and carcinoma cells, and 

(iv) for detecting the CDwl09 protein in a cell sample (all claimed) . 

The separated cells of (ii) can be used, e.g. to study tumour development or T-cell 
activation, also as indicators of inflammation and other diseases. 

CDwl09 is a glycosylated protein present at high level on tumour cells but at low 
level on normal cells. 

ADVANTAGE - Detection of CDwl09 provides an early indication of cancer. MAb react 
with epitopes different from those recognised by known anti-CDwl09 antibodies and 
these epitopes are specific for the human protein. They also make separation of 
megakaryocytes and megakaryoblasts from bone marrow and umbilical cord tissue more 
efficient and simpler. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen monoklonalen Antikdr- 
per, der spezifisch an das Zelloberfl&chenprotein 
CDwl09bindet 

Das CDwl09- Protein ist ein biochemisch noch wenig 
charakterisiertes Protein, das aus den Verdffentlichun- 
gen Sutherland, D.R. und Yeo, EL. (1995), "CDwl09 
Ouster Report", in: Leukocyte Typing V, Schlossmann, 
S. et aL (HerausgeberX Seiten 1767—1769, Oxford Uni- 
versity Press, Oxford, UX; sowie Sutherland, D.R. et aL 
(1991): Identification of a Cell-Surface Antigen Asso- 
ciated with Activated T Lymphoblasts and Activated 
Platelets", Blood, Band 77 Nr. 1, Seiten 84—93, bekannt 
ist 

Das CDwl09-Protein ist ein sehr stark glycosyliertes 
Zelloberf&chenprotein mit einer Molmasse von 170 
kDa, das fiber einen Glycosylphosphatidylinositol-An- 
ker (GPI- Anker) in der Zelknembran verankert ist Pro- 
teine, die fiber diese spezieUe Zuckerstruktur in der Zell- 
membran verankert sind, zeichnen sich dadurch aus, daB 
sie weder eine Transmembran — noch eine zytoplasma- 
tische Domane aufweisen. Da auch kleinere Formen des 
CDwl09-Proteins von 150 bzw. 120 kDa aus zeUularem 
Material isoliert wurden, wird dieses Protein entweder 
proteolytisch degradiert, oder es liegt in unterschiedlich 
modifizierten Formen vor. M6glicherweise enthalten 
die kleineren CDwl09-Varianten geringere Mengen an 
Kohlenhydrat-Resten. 

Liganden des CDwl09- Proteins sind nicht bekannt 
Das Protein wird auf einigen wenig differenzierten oder 
undifferenzierten humanen Zellen des hSmatopoeti- 
schen Systems exprimiert, namlich auf einer kleinen 
Subpopulation hamatopoetischer Stammzellen, die nur 
ca. 10% der CD34-positiven Zellen umfafit AuBerdem 
wird es auf Megakaryoblasten und Megakaryozyten ex- 
primiert Als Megakaryoblasten bezeichnet man die 
Vorlauferzellen, die zu Megakaryozyten weiter diffe- 
renzieren. Akuvierte T-Lymphoblasten produzieren das 
CDwl09- Protein, wenn sie mit dem Cytokin IL-2 kulti- 
viert werden. 

Auch einige ausdifferenzierte Zellen exprimieren das 
CDwl09- Protein. Es wurde auf Thrombozyten, die mit 
Thrombin oder Phytohamaglutinin aktiviert wurden, so- 
wie auf vaskularen endothelialen Zellen detektiert, also 
auf Zellen, die das Innere der BlutgefaBwande ausklei- 
den, wie bspw. Nabelschnurendothelzellen. 

Aufgrund dieses Expressionsmusters des 
CDwl09- Antigens wird ihm eine Rolle bei der ZelladM- 
sion, -aktivierung und -proliferation zugeschrieben. 

Daruber hinaus wurde gezeigt, daB das CDwl09- Pro- 
tein auf Tumorzellen exprimiert wird. Es wurde bspw. 
auf wenig differenzierten Zellen von akuten T-Zell-Leu- 
kamien und akuten Pra-B-ZeD-Leukamien gefunden, al- 
so auf Tumorzellen des hamatopoetischen Systems und 
Immunsystems. AuBerdem wurde das CDw 1 09- Protein 
auf einer Reihe epithelialer Tumorzellinien nachgewie- 
sea Tumoren epithelialen Ursprungs werden auch als 
Karzinome bezeichnet 

Karzinome und Leukamien sind die haufigsten Tu- 
morarten. So machten im Jahr 1993 in den USA die 
Karzinome 85% aller neuen Tumorfalle, die Leukamien 
immerhin 8% aus (Daten von der American Cancer So- 
ciety, Cancer Facts and Figures, 1993). 

Wahrend die Expression des CDwl09- Proteins auf 
nonnalen hamatopoetischen Stammzellen sehr gering 
ist, wird es auf leukamischen Blasten, also entarteten 
Zellen, die in einem wenig differenzierten Stadium vor- 
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liegen, haufig Oberexprimiert 

Aus der Tatsache, daB das CDwl09- Protein in groBen 
Mengen auf Tumorzellen, jedoch in wesentlich geringe- 
ren Mengen auf den genannten normalen Kdrperzellen 
5 exprimiert wird, ergibt sich, daB das CDwl09- Protein 
auch ein Marker fflr Leukamie- und Karzinomzellen 
und damit ein Tumormarker ist 

Ein solcher Tumormarker ist ein wertvolles Hilfsmit- 
tel, mit dessen Hilfe eine fruhzehige Diagnose von ent- 

io arteten Zellen moglich ist Nur bei einer firfinzeitigen 
Diagnose der stark invasiven Leukamie- oder Karzi- 
nomzellen ist eine Heilungschance gegeben. DarQber 
hinaus kann ein Tumormarker Ansatzpunkt fur die the- 
rapeutische Behandlung von Tumorerkrankungen sein. 

is Um einen Tumormarker wie das CDwl09-Protein bei 
der Diagnose und Therapie von Tumorerkrankungen 
einsetzen zu konnen, ist als Vermittler ein Antikdrper 
notwendig. Ein solcher Antikdrper kann sowohl mit ein- 
fachen Nachweisreagenzien wie Fluoreszenzfarbstof- 

20 fen oder radioaktiven S toff en als auch mit speziellen 
therapeutisch wirksamen Reagenzien gekoppelt sein. 

Da poh/klonale Antikdrper nur begrenzt verfugbar 
und nicht identisch reproduzierbar sind, sollte der Anti- 
kdrper monoklonal sein. 

25 Aus der Verdffenthchung von Sutherland und Yeo 
(siehe Zitat auf Seite 1) sind bereits eine Reihe von 
monoklonalen Antikdrpem bekannt die gegen das 
CDwl09-Protein gerichtet sind. 
Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zu- 

30 grunde, einen weiteren monoklonalen Antikdrper mit 
anderer Epitopspezifitat bereitzustellen, der spezifisch 
an das humane CDwl09- Protein bindet 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung eines 
monoklonalen Antikorpers geldst, der von Hybridom- 

35 zellen produziert und freigesetzt wird, die unter der 
Nummer DSM ACC 2279 bei der Deutschen Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, 
nach den Vorschriften des Budapester Vertrags am 17. 
Juli 1996 hinterlegt worden sind. Der Antikdrper ist mit 

40 der Bezeichnung 40B8 benannt Er weist den Isotyp IgG 
1 auf und besitzt die Fahigkeit, spezifisch an das Zello- 
berfiachenprotein CDwl09 zu binden. 

Mit dem erfindungsgem3Ben Antikdrper wurde ein 
weiterer monoklonaler Antikdrper bereitgestellt, der 

45 standardisiert reproduzierbar ist und sontit potentiell 
unbegrenzt hergestellt werden kann, und der spezifisch 
an das CDw 1 09-Protein bindet 

In von dem Erfinder der vorliegenden Anmeldung 
durchgefuhrten Versuchsreihen wurde festgestellt, daB 

50 der Antikdrper 40 B8 mit folgenden Tumorzellinien rea- 
giert: 

Lungenkarzinomzellen: 
SK-MES,Calu l,Calu6,SK-LUl, 
Cervix-Karzinomzellen: 
55 HELA, 

Erythroblastische/megakaryoblastische Zellinien: 
UT-7, TF-1, M07e, MEG-01, HEL, MOLM-1, KU. 812, 
Myeloblastische Leukamiezellen: 
KG-la,OCI/AML-4, 
60 T-lymphoblastische Leukamiezellen: 
CML-T1, 

Pra-B-lymphoblastische Leukamiezellen: 
Reh/Km3,Nalm-l. 
Der erfindungsgemaBe Antikdrper errndgUcht eine 
es gezielte Erkennung und Beeinflussung der genannten * 
Zellen sowie weiterer Zellen, die das CDwl09- Protein 
auf ihrer Zelloberflache tragen. Er stellt damit ein zu 
den bekannten Antikdrpem alternatives Mittel fur den 



DE 196 32 755 CI 



Arzt und Forscher dar, um einerseits solche Zellen nach- 
zuweisen, und rwar sowohl in der Zellkultur als aucfa im 
Pauentenorganismus, und um andererseits diese Zellen 
ggf. zu manipulieren, entweder durch den Antikdrper 
selbst oder durch daran gekoppelte, spezinsche Reagen- 
ziea 

Die Erfindung betrifft ferner die Hybridomzellen, die 
unter der Nummer DSM ACC 2279 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, DSMZ, gemaB dem Budapester Vertrag hinter- 
legt sind und den Antikdrper mit der Bezeichnung 40 B8 
produzieren. 

Die erfindungsgemaBen Hybridomzellen kdnnen 
durch ein Verfahren zur Herstellung von Hybridomzel- 
len erzeugt werden, das die im Stand der Technik grund- 
satzlich gelaufigen Schritte umfaBt, wie sie bspw. von 
Burning et aL (1991) in Hybridoma, Band 10, Nr. 1, S. 
77—78 beschrieben wurden: 

1. Immunisierung oder Sensibilisierung eines Tie- 
res, vorzugsweise einer Maus vom Balb/c-Stamm, 
mit dem Antigen bzw. Immunogen; 
Z Gewinnung der antikorperproduzierenden Zel- 
len, vorzugsweise der Muzlymphozyten dieses Tie- 
res; 

3. Fusionierung dieser antikorperproduzierenden 
Zellen mit einer stabilen, immortalisierten Zellinie, 
vorzugsweise einer Myelomzellinie, zu Hybridom- 
zellen; und 

4. Vereinzelung und Vermehrung (Klonierung) sol- 
cher Hybridomzellen, die einen Antikorper sezer- 
nieren, der an das Antigen bindet 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Hybridom- 
zellen wird das Tier mit Zellen der myeloischen Leuka- 
mie-Zellinie KG-la, die von der American Type Culture 
Collection (ATCC, Nr. CCL 246.1) erhalten wurde, im- 
munisiert 

Diese Zellinie zeigt eine starke Expression von 
CDwl09. AuBerdem ist die Zellinie KG-la eine undiffe- 
renzierte myeloische Leukamiezellinie, die Z.B. den 
Stammzellmarker CD34 exprimiert Dadurch war es 
mdglich, einen Antikdrper gegen ein fur Leukamien ty- 
pisches Antigen herzustellen. 

Wenn Hybridomzellen gesucht werden, die Antikdr- 
per produzieren, welche gegen Oberflachenproteine 
der Zellinie KG-la gerichtet sind, ist es bei der Verein- 
zelung der Hybridomzellen vorteilhaft, wenn nur solche 
Hybridomzellen auf die Spezifitat der von ihnen produ- 
zierten Antikorper mit KG-la-Zellen getestet werden, 
bei denen zuvor nachgewiesen wurde, daB diese Anti- 
kdrper eine schwache oder eine negative Reaktion mit 
peripheren Blutzellen zeigea 

Wenn nach Hybridomzellen gesucht wird, die Anti- 
korper produzieren, die gegen einen potentiellen Leu- 
kamie-Tumormarker gerichtet sind, so ist es auBerdem 
vorteilhaft, wenn der von den Hybridomzellen sezer- 
nierte Antikdrper nur Leukamiezellen erkennt 

Durch dieses Screeningschema werden solche Hybri- 
domzellen ausgesucht, die Antikdrper produzieren, die 
gegen Antigene gerichtet sind, welche nur auf der mye- 
loischen l^ukamie-Zeltinie KG-la, nicht aber auf peri- 
pheren Blutzellen oder normalen Knochenmarkszellen 
exprimiert werden. Damit erhdht sich die Wahrschein- 
lichkeit, eine Hybridomzellen zu selektionieren, welche 
einenTumormarker-spezifischen Antikdrper herstellt 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des mo- 
noklonalen Antikdrpers mit der Bezeichnung 40B8, wie 



er von den unter der Nummer DSM ACC 2279 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen GmbH, DSMZ, gemaB dem Budapester Ver- 
trag hinterlegten Hybridomzellen produziert und frei- 
5 gesetzt wird, zur Diagnose von malignen Blutzellen, 
d. h_ von Blutkrebs, insbesondere von Leukamien, so wie 
von epithelialen Tumoren, insbesondere Lungenkarzi- 
nomen. 

Wie oben aufgefuhrt, wurde festgestellt, daB der Anti- 
10 korper 40B8 eine Reihe von epithelialen Tumorzellinien 
erkennt, vor allem Lungenkarzmomzellinien. Hier wird 
also ausgenutzt, daB die Tumorzellen sich von den ge- 
sunden Kdrperzellen durch die Expressionsdichte des 
CDwl09- Proteins in der Zellmembran unterscheiden. 

is Ein erfindungsgemafier Antikdrper, der mit einem 
Nachweismittel, beispielsweise einem radioaktiven 
Marker gekoppelt ist, bindet dieses Nachweismittel in- 
direkt an diese Zellen und ermdglicht damit die direkte 
Identifizierung dieser Zellen, beispielsweise mit rdnt- 

20 gendiagnostischen/szintigraphischen Methoden. Damit 
ist eine sehr fruhe Tumordiagnose unter Umstanden 
so gar in vivo mdglich. 

Da Karzinome und Leukamien die haufigsten Tumor- 
arten darstellen, kdnnte ein solches Diagnoseverfahren 

25 eine breite Anwendung finden. Eine fruhe Diagnose ist 
besonders bei Leukamien essentiell, da hier haufig Hei- 
lungschancen durch die Chemotherapie bestehen. 

Da der erfindungsgemaBe Antikdrper an das 
CDwl09- Protein und damit an ein Protein bindet, das 

30 auf Leukamiezellen und Zellen epithelialer Tumoren 
wie bspw. Lungenkarzinomzellen hochexprimiert wird, 
auf normalen Zellen jedoch nur gering exprimiert wird 
und daher als Tumormarker bezeichnet werden kann, 
bietet er einen direkten Angriffspunkt fur eine Manipu- 

35 lationderKrebszellen. 

Die Erfindung betrifft deshalb auch die Verwendung 
des monoklonalen Antikdrpers 40B8, wie er von den 
unter der Nummer DSM ACC 2279 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

40 GmbH, DSMZ, hinterlegten Hybridomzellen produ- 
ziert und freigesetzt wird, zur therapeutischen Behand- 
lung von malignen Blutzellen oder Kanrinomzellen. 

Der Antikdrper kann mit einem therapeutisch wirksa- 
men Mittel gekoppelt sein und dadurch eine direkte und 

45 gezielte Beeinflussung oder gar Eliminierung der Tu- 
morzellen ermoglichea 

Um die therapeutische bzw. die diagnostische Appli- 
kation des erfindungsgemaBen Antikdrpers zu erleich- 
tern, sollte der Antikdrper mit entsprechend geeigneten 

50 Hilfssubstanzen in einer pharmazeutischen Zubereitung 
vermischtsein. 

Dabei kann der Antikdrper 40B8 mit einem speziel- 
Ien, gegen die Leukamiezellen und/oder die Karzinom- 
zellen gerichteten Diagnostikum bzw. Therapeutikum 

55 gekoppelt sein. 

Da das CDw 109- Protein auBer auf Leukamie- und 
Kandnomzellen auch auf einer kleinen Subpopulation 
CD34-positiver hamatopoetischer Stammzellen von 
10% so wie auf aktivierten T-Lymphoblasten, aktivier- 

60 ten Thrombozyten, Megakaryoblasten, Megakaryozy- 
ten und vaskularen Endothelzellen exprimiert wird, be- 
trifft die Erfindung auch die Verwendung eines erfin- 
dungsgemaBen Antikdrpers zum Nachweis und/oder 
zur Isolierung der genannten Zellen. Der Antikdrper 

es 40B8 kann dazu in ein Verfahren zum Nachweis und/ , 
oder zur Isolierung der genannten Zellen eingesetzt 
werden, das die Schritte umfaBt: 
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1) Inkubation einer Zellsuspension, die die genann- Die Abtrennung kann beispielsweise dadurch erfol- 
ten Zellen enthalt, mit einem Antikdrper, der an das gen, daB die Zellen in der Mischung zunachst mit dem 
CDwl09-Antigen bindet, und erfindungsgemaBen Antikorper markiert werden, dann 

2) Abtrennung der den Antikdrper bindenden Zel- mit einem gegen den Spenderorganismus des Antikor- 
len von den Qbrigen Zellen. 5 pers 40B8 gerichten, biotinylierten Antikdrper gekop- 

pelt werden und schlieBlich durch eine Avidinsaule lau- 
Durch die mit diesem Verfahren mdgliche Isolierung fen gelassen werden. Zellen mit einer hohen Anzahl von 
der kleinen Subpopulation an hamatopoetischen CDw 1 09-Molekulen werden in der Saule zuruckgehal- 
Stammzellen, die wie die TumorzeDen das ten, wahrend Zellen obne oder mit wenig CDw 109-Pro- 
CDwl09- Protein exprimiert, werden diese speziischen io tetn durch die Saule hindurchlaufen. Alternative Ab- 
hamatopoetischen Stammzellen weiterfuhrenden Ana- trennverfahren sind die direkte Immunadharenz, die 
lysen zugangtich gemacht. Es kann bspw. untersucht fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) und die 
werden, ob diese hellen Vorstuf en fur Tumorzellen dar- magnetisch aktivierte Zellsortierung (MACS), 
stellen. Damit konnen mdglicherweise neue Erkenntnis- Das Isolierverfahren kann insbesondere bei Kno- 
se zur Tumorentstehung gesammelt werden. is chenmarktransplantationen eingesetzt werden, urn ge- 

Bei der mit diesem Isolierverfahren ermdglichten Rei- sunde hamatopoetische Stammzellen von gegebenen- 
nigung aktivierter T-Lymphoblasten und aktivierter falls vorhandenen Tumorzellen abzutrennen und auf 
Thrombozyten konnen auBerdem Analysen zum Me- diese Weise das zu transplantierende Knochenmark zu 
chanismus der Aktivierung durchgefuhrt werden. Dar- reinigen. Vor allem bei Eigentransplantationen (autolo- 
uber hinaus konnen solche aktivierten Zellen auch Indi- 20 gen Transplantationen) im AnschluB an eine Chemo- 
zien fur Entzundungsreaktionen und andere Krankhei- oder Strahlentherapie wird damit die Gefahr einer 
ten sein und somit zu diagnostischen Zwecken einge- ReinfelctiondesPatientendeuthchvermindert 
setzt werden. Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen- 

Die Isolierung von Megakaryoblasten und Megaka- dung des Antikorpers 40B8 zum Nachweis des 
ryozyten so wie von vaskularen Endothelzellen aus Ge- 25 CDwl09- Proteins in einer Zellprobe. Dazu kann ein 
weben wie Knochenmark oder Nabelschnurgewebe ist Verfahren eingesetzt werden, das die grundsatzlichen 
schwierig und aufwendig. Die Isolierung mit Hilfe des Schritte umfaBt: 
spezifischen Antikorpers 40B8 stellt eine effiziente und 

vergleichsweise einfache Methode dar, mit der diese 1) Inkubation einer Zellprobe mit dem Antikorper 

Zellen spezifisch aus Organen oder Geweben abge- 30 40B8,und 

trennt werden konnen. 2) Erfassung des an das CDw 109 gebundenen Anti- 

Die Abtrennung kann mittels fluoreszenzaktivierter korpers. 
Zellsortierung (FACS), mittels Saulenchromatographie 

oder durch direkte Immunadnarens erfolgen. Die Zellprobe kann normale Zellen und/oder Leuka- 

Bei der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS) 35 miezellen und/oder Zellen von Karzinomen umfassen. 
werden Zellen, die das CDwl09-Protein tragen, mit dem Die Erkennung des gebundenen Antikorpers erfolgt 
erfindungsgemaBen monoklonalen AntikSrper 40B8 ge- beispielsweise vermittels eines an den Antikorper 40B8 
mischt, der zuvor direkt oder indirekt mit einem Fluo- gekoppelten Markers. 

reszenzfarbstoff wie beispielsweise Fluoresceinisothio- Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es moglich, beispiels- 
cyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) gekoppelt wur- 40 weise eine Blut- oder Gewebeprobe von einem Patien- 
de. Die auf diese Weise fluoreszenzmarkierten Zellen ten mit Verdacht auf Trumorerkrankung auf das Vor- 
konnen dann mit bekannten Sortiertechniken nach der handensein von neoplastischen LeukamiezeUen oder 
jeweiligen Fluoreszenzstrahlung sortiert werden. Karzinomzellen zu testen. 

Um ein solches Nachweis- bzw. Isolierverfahren Weitere Vorteileergebensichausdernachstehenden 
schnell und ohne umstandliche Vorbereitungen durch- 45 Beschreibung. 

fuhren zu konnen, sieht die Erfindung einen entspre- Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und 
chenden Kit vor, der den erfindungsgemaBen Antikdr- die nachstehend noch zu erlauternden Merkmale nicht 
per 40B8 enthalL nur in der jeweils angegebenen Kombination, sondern 

Da sich viele neoplastische Zellen wie die bereits ge- auch in anderen Kombinationen oder in AUeinstellung 
nannten Leukamie- und Karzinomzellen von normalen, 50 verwendbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden 
dh. gesunden Zellen unter anderem dadurch unter- Erfindung zu verlassen. 

scheiden, daB sie das CDw 109- Protein in groBen Men- Die Erfindung wird im folgenden anhand eines kon- 
gen auf der Zelloberflache exprimieren, kann der erfin- kreten Ausfuhrungsbeispiels naher erlautert 
dungsgem&Be Antikorper zur Abtrennung nonnaler 

Zellen von neoplastischen Leukamie- oder Karzinom- 55 Herstellung und Charakterisierung von monoklonalen 
zellen verwendet werden. Dazu kann ein Verfahren mit Antikorpern gegen das Zelloberflachenprotein CDwl09 
folgenden grundsatzlichen Schritten durchgefuhrt wer- 
den: Als Antigen werden Zellen der myeloischen Leuka- 

mie-Zellinie KG~la(ATCC Nr. CCL246.1) verwendet 

1) Inkubation einer Mischung von normalen Zellen g> Acht Wochen alte Balb/c-Mause werden zweimal in 
und neoplastischen Leukamie- bzw. Karzinomzel- Intervallen von 10 Tagen intraperitoneal mit 10' Zellen 
len mit dem Antikdrper 40B8, und der Zellinie KG-la immunisiert Vier Tage vor der Fu- 

2) Abtrennung der normalen Zellen von den neo- sion werden 5 x 10 s Zellen direkt in die Milz appliziert, 
plastischen Leukamie- bzw. Karzinomzellen an- um die Immunantwort zu verstarken. 

hand der unterschiedlichen Anzahl von 65 Die Antikorper-BUdung im Mausorganismus wird da- * 
CDwl09-MoIekulen in der Plasmamembran der durch uberpruft, daB das Blutserum des betreffenden 
normalen Zellen einerseits und der neoplastischen Tieres in dem dem Fachmann gelaufigen ELISA-Test 
Leukamiebzw. Karzinomzellen andererseits. auf Bindungseigenschaften mit dem Antigen untersucht 
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wird 

Nach ca. 3 Wochen werden die Lymphozyten des 
erfolgreich immunisierten Tieres gewonnen, indem die 
Milz herausoperiert und zu einer Zeflsuspension zer- 
kleinertwird 5 

Die suspendierten Milzzellen werden in Anwesenheit 
von Polyethylenglykol mit Myelomzellen des bekannten 
Stammes SP2/0 fusioniert Die Fusions kuJtur wird in 
Hypoxanthin-, Aminopterin- und Thymidin-(HAT-)hai- 
tigem Medium, hier in HAT-RPMI-1640, kultiviert, in io 
dem sich nur Hybridzellen vermehren kdnnen, da diese 
sowohl die Eigenschaft der Myelomzellen zur unbe- 
grenzten Teilungsfahigkeit als auch die Eigenschaft der 
antikdrperproduzierenden Lymphozyten zum Wachs- 
tum in HAT-haltigem Medium haben. is 

Nach der Fusion werden die ZeUen in Napfplatten 
ausplattiert und bei 37° C und 5% CO2 inkubiert 

Die Kulturuberstande werden nach 10—14 Tagen auf 
der KG- la Zellinie im DurchfluBzytometer gescreent 
In einem zwehen Schritt werden die Oberstande auf 20 
Reaktivitat mit peripheren Blutzellen getestet, da diese 
keine selektiven Stammzellantigene exprimierea Ober- 
stande, die eine negative oder schwache Reaktion mit 
peripheren Blutzellen zeigen, werden anschlieBend auf 
Reaktivitat mit Knochenmarkszellen getestet Hybrido- 2s 
me, die Antikdrper mit Spezifitat fur eine kleine Subpo- 
pulation von ca. 1% der Knochenmarkszellen produzie- 
ren bzw. Antikdrper, die keine Knochenmarkzellen er- 
kennen, werden ausgewahlt und nach dem bekannten 
Grenzverdunnungsverfahren vereinzelt und kultiviert, 30 
dh.kloniert 

Positiv reagierende Hybridomzellkulturen werden 
weiter kultiviert, die Antikdrper angereichert, gereinigt 
und charakterisiert 

Nach der obigen Screening-Strategie wurde der mo- 35 
noklonale Antikdrper 40B8 erhalten. Der Isotyp wurde 
iiber PE-konjugierte anti-Isotyp-spezifische Antiseren 
durch indirekte Immunfluoreszenz zu IgGl bestimmt 

Die Produktion, Reinigung und Charakterisierung der 
Antikdrper erfolgte mit den in Fachkreisen allgemein 40 
bekannten Methoden. 

Der Antikdrper 40B8 der von den unter der Nummer 
DSM ACC 2279 bei der Deutschen Sammlung von Mi- 
kroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, hinter- 
legten Hybridomzellen erzeugt wird, weist die folgen- 45 
dencharakteristischen Merkmale auf: 
Immunglobulinklasse: IgGl 
spezifische Bindungsaffinitat an:CDwl09. 
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4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Antikdrper an ein zellular zielge- 
richtetes Diagnostikum gekoppeh ist 

5. Verwendung eines Antikdrpers nach Anspruch 1 
zur therapeutischen Behandlung von Tumoren, ins- 
besondere von Leuk&mien und Karzinomen. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Antikdrper mit einer wirksamen 
Menge eines Therapeutikums gekoppelt ist, das ge- 
gen die Leukamiezellen oder Karzinomzellen ge- 
richtetist 

7. Verwendung eines Antikdrpers nach Anspruch 1 
zum Nachweis und/oder zur Isolierung von Leuka- 
miezellen, Karzinomzellen, hamatopoetischen 
Stammzellen, aktivierten T-Lymphoblasten, akti- 
vierten Thrombozyten, Megakaryoblasten, Mega- 
karyozyten oder vaskularen Endothelzellen. 

8. Kit zum Nachweis von Leukamiezellen, Karzi- 
nomzellen, hamatopoetischen Stammzellen, akti- 
vierten T-Lymphoblasten, aktivierten Thrombozy- 
ten, Megakaryoblasten, Megakaryozyten oder vas- 
kularen Endothelzellen, dadurch gekennzeichnet, 
daB er einen Antikdrper nach Anspruch 1 enthalt 

9. Verwendung eines Antikdrpers nach Anspruch 1 
zur Abtrennung normaler Zellen von neoplasti- 
schen Leukamie- oder Karzinomzellen. 

10. Verwendung eines Antikdrpers nach Anspruch 
1 zum Nachweis des CDw 109- Proteins in einer 
Zellprobe. 



Patentanspruche 50 

1. Monoklonaler Antikdrper, der spezifisch an das 
Zelloberflachenprotein CDwl09 bindet, dadnrch 
gekennzeichnet, daB er von Hybridomzellen pro- 
duziert und freigesetzt wird, die unter der Nummer 55 
DSM ACC 2279 bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, 
gemafi dem Budapester Vertrag hinterlegt sind und 
die Bezeichnung 40B8 tragen. 

2. Hybridomzellen, dadurch gekennzeichnet, daB eo 
sie unter der Nummer DSM ACC 2279 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, DSMZ, gemaB dem Budape- 
ster Vertrag hinterlegt sind und die Bezeichnung 
40B8 tragen. 65 

3. Verwendung eines Antikdrpers nach Anspruch 1 
zur diagnostischen Behandlung von Tumoren, ins- 
besondere von Leukamien und Karzinomen. 
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